
玉 米 科 学 2020，28(1)：51～58 Journal of Maize Sciences
文章编号：1005-0906(2020)01-0051-08 DOI: 10.13597/j.cnki.maize.science.20200108

基于 iTRAQ技术的干旱胁迫下玉米
苗期蛋白质组学研究

姜志磊，金峰学，李毅丹
(吉林省农业科学院农业生物技术研究所/吉林省农业生物技术重点实验室，长春 130033)

摘 要：采用同位素标记相对定量(iTRAQ)技术，对干旱胁迫条件下苗期玉米的蛋白质组学变化进行分析。结

果表明，共检测到玉米幼苗中的207个蛋白在干旱胁迫后发生了显著的丰度变化。根据蛋白注释情况可将这些蛋

白归入信号传导、渗透调节、蛋白合成与折叠、ROS清除、膜运输、转录相关、细胞结构与细胞周期、脂肪酸代谢、碳水

化合物与能量代谢、光合作用与光呼吸等代谢途径。干旱胁迫后，涉及光反应和呼气作用的差异蛋白多表现为丰度

上升；涉及碳水化合物及蛋白质合成差异蛋白多表现为丰度下降；与渗透调节相关的脱水蛋白、脯氨酸代谢和渗透

胁迫相关的蛋白酶则显示为丰度上升。干旱胁迫还能导致植物体内活性氧大量产生，活性氧清除相关的酶类也会

发生明显的丰度上升。根据研究结果推测，玉米苗期主要通过降低植株生长速率、减少水分散失、清除自由基等多

种方式维持其在干旱胁迫条件下的生长发育过程。
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Abstract: To investigate the molecular mechanisms of drought tolerance response in maize seedlings, protein

abundance changes were studied by using isotopic tagging relative quantitation (iTRAQ). A total of 207 proteins
were detected to be significantly differently expressed during drought tolerance in maize seedlings. These differen⁃
tial proteins were divided into 10 categories including signaling, osmoregulation, protein synthesis and folding, ROS
clearance, membrane transport, transcription related, cell structure and cell cycle, fatty acid metabolism, carbohy⁃
drate and energy metabolism, as well as photosynthesis and photorespiration. Most proteins involved in photoreac⁃
tion and exhalation were accumulated; most of carbohydrate and protein synthesis related proteins were reduced;
and proteins associated with the osmotic adjustments such as dehydrins, proline, and osmotic stress were accumulat⁃
ed. In addition, drought stress always induces excessive reactive oxygen species(ROS) in plants, and the significant
accumulation of some ROS scavenging related enzymes was detected in this study. Comprehensive analysis of the re⁃
sults, maize seedlings might maintain the growth and development process under drought stress conditions by de⁃
creasing plant growth rate, reducing water loss and scavenging free radicals.
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玉米是我国重要的粮饲作物，我国 70%以上的

玉米种植区经常遭受干旱影响，每年造成巨大的损

失。植物的耐旱响应多涉及功能基因、microRNAs
调控以及激素、离子、代谢物等多个层面[1～5]。干旱

胁迫通常会造成玉米的种子萌发推迟、植株生长受

阻、花期缩短，影响营养物质向子粒转移而最终造成

减产[6～9]，但造成这些生理生化改变的机制机理仍未

得到深入的解析。因此，研究玉米抗旱分子机理，为

培育耐旱玉米新品种提供理论支持，成为亟待解决

的问题。

近年来，各类组学手段逐步被用于解析植物耐

旱分子机制，但对玉米干旱胁迫下的蛋白质组研究

仍非常有限。因此，本研究利用高通量 iTRAQ定量

蛋白质组学技术对B73玉米苗期进行干旱胁迫后的

蛋白质组进行分析，从整体上了解玉米苗期干旱胁

迫下蛋白质组变化的总体规律，归纳出参与耐旱响

应的关键代谢通路，为阐释玉米响应干旱胁迫的分

子机制提供基础数据。

1 材料与方法

1.1 玉米苗期干旱胁迫

本实验选择玉米自交系 B73为供试材料。首

先，选取大小一致的种子在26℃暗培养条件下，于湿

润的脱脂棉上诱导发芽。发芽后，选择发芽情况基

本一致的种子移栽于装填了200 g耕种层土壤(装盆

前充分烘干)的培养钵中。移栽后土壤含水量维持

在80 g左右。在28℃/22℃(16 h昼/8 h夜)、光照强度

为250 μmol/(m2·s)、相对湿度60%的条件下，培养至

3叶 1心期后，进行模拟干旱胁迫。其中，干旱胁迫

组停止供水，对照组继续保持正常培养条件。干旱

胁迫处理后第 5天，干旱胁迫组土壤含水量降至低

于15 g时进行取材。处理组和对照组均选择生长状

态基本一致的单株各20株，每5个单株取全部地上

材料混合作为 1个待测样品，液氮保存。处理组和

对照组各4个生物学重复用于蛋白提取和后续分析。

1.2 蛋白组分析

样品由上海鹿明生物科技有限公司进行蛋白提

取与含量测定、蛋白消化与标记、反相色谱分离、反

向色谱-TripleTOF分析和数据分析。具体的操作步

骤根据Vélez-Bermúdez等 [10]介绍的方法进行，并做

了部分调整。所获得的数据采用含 Paragon algo⁃
rithm 算法的 Protein Pilot Software v. 5.0(AB SCIEX，

USA)软件进行处理。本实验使用的数据库为玉米

数据库，数据库来源于Uniprot。蛋白质鉴定主要是

通过实验串联质谱数据与数据库模拟得到的理论质

谱数据进行匹配，从而得到蛋白质鉴定结果。搜索

参数设置如下：胰蛋白酶作为消化类型；肽段质量误

差为15 mol/L；串联质谱误差为0.1 Da。蛋白至少含

有1个唯一肽段，并且阳性结果错误率(FDR)≤1%才

被认为鉴定有效。

根据蛋白质谱搜库检索结果得到原始数据，根

据Unused>1.3和unique peptide≥1原则，去除无效值

和反库数据，筛选出可信蛋白。由于 iTRAQ 是相对

定量的方法，为保证定量结果的准确性，在相关

iTRAQ研究结果的基础上 [11～13]，适当提高差异蛋白

的检出标准。只有蛋白的定量信息至少存在于3次
生物学重复中才做进一步分析。基于可信蛋白数

据，以有效生物学重复的平均值作为最终蛋白表达

倍数，根据倍数变化大于 1.3或小于 0.77，并且在统

计学ANOVA检验上P<0.05为标准所筛选出的差异

蛋白定义为表达丰度显著差异的蛋白。

本实验GO富集分析基于主流的数据库David
6.7(http://david.abcc.ncifcrf. gov/) 和 Quick GO(http://
www.ebi.ac.uk/QuickGO/)对筛选的差异蛋白质进行

GO分类注释和富集分析，并且按照生物过程、分子

功能及细胞组件的功能范畴进行分类[14]。

1.3 qRT-PCR验证

使用RNAiso试剂盒(宝日医生物技术有限公司)
对各样品进行总RNA提取。获得的总RNA再各取

1 μg 使用 TransScript One-Step gDNA Removal and
cDNA Synthesis SuperMix试剂盒(北京全式金生物技

术有限公司)进行基因组DNA的去除和 cDNA的合

成。合成的 cDNA稀释10倍后用于qRT-PCR检测，

检测设备为ABI 7900HT(赛默飞世尔科技)。qRT-
PCR选择SYBR Prime Script RT-PCR试剂盒(宝日医

生物技术有限公司)，每个样品需进行 3次技术重

复。检测所获数据使用 2-ΔΔCt法进行分析。选择玉

米actin基因作为内参基因，检测引物为Fw：5’-CT⁃
GAGGTTCTATTCCAGCCATCC 和 Rev：5’- CCAC⁃
CACTGAGGACAACATTACC，根据蛋白丰度差异选

择 17个基因用于 qRT-PCR验证，基因及检测引物

等相关信息详见表1。
2 结果与分析

2.1 原始数据分析及差异蛋白筛选

通过 iTRAQ分析，根据蛋白质谱检索结果共得

到4 504个蛋白，筛选出可信蛋白3 676个。与对照

组相比，处理组中2 533个蛋白丰度增加，平均增加

1.115 倍；1 758 个蛋白丰度下降，平均下降 0.911
倍。根据倍数变化大于 1.3或小于 0.77即认定为差



异表达蛋白的原则，共鉴定出差异蛋白207个，这些

差异蛋白中有38个蛋白只在3次生物学重复中被检

出，而其他蛋白均在 4次生物学重复中被检出，4次
生物学重复的一致性达到 83.34%。检出的差异蛋

白中 111个蛋白丰度增加，平均增加 1.493倍；96个
蛋白表达下降，平均下降0.699倍。在全部检出的差

异蛋白中，玉米脱水蛋白DHN1(A3KLI1)在干旱胁迫

后蛋白丰度增加倍数最高，为对照组的4.308倍；涉

及光合系统 I 组分形成的翻译起始因子 TAB2
(B4FTR7)在干旱胁迫后蛋白丰度下降最多，仅为对

照组的0.449倍。

表1 qRT-PCR验证所选基因及对应引物信息

Table 1 List of the expression profiles selected for confirmation by qRT-PCR
登录号

Accession No.
UniProt

B4FKG5

K7U051

A3KLI1

B6T2K5

C4J410

Q9FQA3

A5H453

P23346

A0A1D6HZB6

B8A390

K7TI82

Q41785

A0A1D6HJU1

B4F8L7

C0PGB5

B6TH55

B4FTR7

B73 RefGen_v4
Zm00001d023529

Zm00001d050493

Zm00001d037894

Zm00001d004052

Zm00001d012420

Zm00001d020780

Zm00001d022456

Zm00001d047479

Zm00001d019627

Zm00001d046591

Zm00001d024703

Zm00001d040508

Zm00001d017989

Zm00001d027488

Zm00001d043986

Zm00001d005446

Zm00001d017179

qRT-PCR引物

qRT-PCR primer

F: ACCACCTGTTCCACCACAAG
R: CTCCTCCTCGATCTTGTGGC
F: GACTTCTCCCGCCTCTACCT
R: CGGTTGAGGAAGTCGCTGAT
F: CGCGTCAAAGCCGTAATGTT
R: TGAACAGTACACGGACCCAG
F: TTCATATCCTCACTCGCCGC
R: CGCTTCTTTTCCCTCTCGGT
F: tcaagaagaaggtggacgcc
R: gttgcagatcccctcaagct
F: catcgacgaggtctggaagg
R: ccgaaccaggccttcatcag
F: gacatggtcgctctctcagg
R: cgaggttccccatcttcacc
F: ccagaagatgagaaccgcca
R: gcccaccctttccaagatca
F: ggctactagtgcactggacg
R: aagcaagtctctgtgtcccg
F: ggtgtgcagaagacggtgta
R: ccttcccaatggcagcagta
F: acggcgacaagggtaagaag
R: tgtccacgaccttcttcacg
F: ttgtgatatccctccgcgtg
R: cgtcctcatattccgcctcc
F: cagcgtggtgtcctacttca
R: gctgcttgaagttgatgggc
F: aacaccgtgaagactggcat
R: tcgtacaccttgcactcgtc
F: ctccaacccgagcagaagtt
R: ctttgaacgagcgcaacctc
F: aggcgccaaggtgaagatc
R: ctcgtccaaggcgtagttgt
F: actggagaggaggtacgcat
R: ccgtcggagttgaggttctc

蛋白质种类名称

Protein species name

Abscisic acid stress ripening protein 2

Gibberellin receptor GID1L2

Dehydrin DHN1

60S ribosomal protein L35

Heat shock protein1

Glutathione transferase GST

Peroxidase 42

Superoxide dismutase [Cu-Zn] 4AP

ABC transporter B family member 28(ATP-
Binding Cassette)
Vacuolar-type H+-pyrophosphatase 5

C3H transcription factor

Tubulin beta-8 chain O

GDSL esterase/lipase

Glyceraldehyde- 3- phosphate dehydroge⁃
nase
Pyruvate kinase

Photosystem I reaction center subunit IV A

Tab2 protein
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2.2 GO功能注释及KEGG分析

差异蛋白经GO注释后，按照生物过程(Biologi⁃
cal Process)、分子功能(Molecular Function)及细胞组

件(Cell Component)的功能范畴进行分类。由图1所
示，玉米幼苗干旱胁迫后产生的差异蛋白涉及多种

生物过程与分子功能。按照生物过程的GO富集统

计分析显示，差异蛋白显著富集的生物过程共有20
类，主要涉及光合及光呼吸、能量代谢和碳固定等方

面，而与植物非生物胁迫响应相关的蛋白稳定、氧化

还原和水分响应等生物过程也有差异蛋白的显著富

集。其中，差异蛋白富集显著性最强的为光合作用

过程 (photosynthesis，GO: 0015979，P=3.49E-06)；富
集差异蛋白数量最多的为氧化还原过程(oxidation-
reduction process，GO: 0055114，P=8.93E-03)，共有

19 个差异蛋白富集。在水分响应生物过程 (re⁃
sponse to water，GO:0009415)中，所涉及的蛋白均为

脱水蛋白，且均表现为干旱胁迫下蛋白丰度显著增

加，其中，丰度增加倍数最高的为脱水蛋白DHN1。
按照分子功能的GO富集统计分析显示，显著

富集的差异蛋白功能涉及21类，其中，3个核酮糖二

磷酸羧化酶活性相关功能的蛋白变化最为显著，主

要功能涉及CO2固定相关过程；而差异蛋白富集数

量最多的为具有氧化还原酶活性的蛋白，共有 19
个。这与生物过程的GO富集统计分析结果较为一

致，说明干旱胁迫诱导发生表达变化的蛋白与光合

作用、碳固定和非生物胁迫响应密切相关。

按照细胞组件的GO富集统计分析显示，干旱

胁迫下表现出显著富集的差异蛋白涉及的细胞组件

共 53类，但这些类别的划分存在冗余。综合分析，

干旱诱导的差异表达蛋白大多数定位于叶绿体、线

粒体或其他相关的膜结构中。这也与光合作用和碳

固定等过程中重要蛋白所处位置相一致。

图1 干旱胁迫下差异蛋白的GO注释

Fig.1 Gene Ontology(GO) annotation of the differential abundance protein species(DAPS) under the drought stress

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 以上3种GO分析结果显示，在干旱胁迫后玉米

幼苗受到影响最大的是光合作用，而幼苗对干旱胁

迫的应答则主要显现在氧化还原相关蛋白的表达变

化。差异蛋白KEGG 富集分析结果显示，只有光合

作用通路(zma00195，P=4.06E-08)的变化达极显著

水平，富集了 8个差异蛋白。这再次说明在干旱胁

迫下玉米幼苗的光合过程是受影响最大的代谢

通路。

由于GO和KEGG分析的结果易出现重复统计

和概念交叠等问题。因此，对 207个差异蛋白中有

详细功能注释的142个蛋白进行了更为细致的归类

分析，将差异蛋白分为10类，涉及信号传导(7个)、渗

透调节(5个)、蛋白合成与折叠(31个)、ROS清除(14
个)、膜运输(19个)、转录相关(19个)、细胞结构与细

胞周期(9个)、脂肪酸代谢(3个)、碳水化合物与能量

代谢(15个)和光合作用与光呼吸(20个)。
2.3 qRT-PCR验证

为了阐明mRNA转录水平与蛋白质表达丰度之

间的对应关系，利用 qRT-PCR方法对 17个基因进

行了转录分析。图2结果显示，干旱胁迫后15个基

因的表达水平与相应蛋白质的丰度变化呈现相同的

趋势，如 Gibberellin receptor GID1、Dehydrin DHN1
和 Superoxide dismutase等。相比之下，60S ribosom⁃
al protein 和ABC transporter B family member 28这 2



3 结论与讨论

干旱胁迫可以诱发植物各个组织器官发生形

态、生理和生化方面的改变。已报道的大量与植物

耐旱相关的候选基因多涉及各种信号传导途径、激

素的生物合成途径、渗透保护代谢途径和活性氧清

除途径[15, 16]。由于转录后调控和翻译后修饰等过程

的存在，基因表达变化与蛋白丰度变化之间还存在

着复杂的调控过程。随着高通量蛋白质组学技术的

不断完善和发展，蛋白质组分析的通量和精度得到

了全面的提高，已成为研究植物耐旱机制的又一有

力工具[17, 18]。利用蛋白质组学分析方法已获得大量

与植物耐旱相关的蛋白，主要涉及信号传导、转录、

胁迫与防御、蛋白质合成、折叠与降解、光合作用与

光呼吸、碳水化合物与能量代谢、膜与运输、细胞结

构与细胞周期、氮同化与氨基酸代谢以及脂肪酸代

谢等多个方面[19～23]。

本研究发现的涉及信号传导的差异蛋白包括与

脱落酸、乙烯和赤霉素等激素信号传导相关的蛋白

ASR(A0A1D6EB22, B4FKG5) 和 GID1(K7U051) 等 。

脱落酸与乙烯相关基因多为与植物响应生物胁迫的

指示性基因，在植物受到干旱、冷、盐和弱光胁迫后

均会发生迅速的表达上调[22～24]。本研究发现，ASR2
和ASR3在干旱胁迫后发生了明显的丰度增加，说

明在玉米干旱响应过程中该类基因是脱落酸信号传

导过程中较为重要的响应元件。另外，在干旱胁迫

后赤霉素信号传导途径中的GID1蛋白丰度明显下

降。GID1在植物体内通过与赤霉素结合，可以诱使

抑制植物生长的DELLA蛋白降解，从而发挥赤霉素

的生物学功能 [25～28]。GID1的丰度下降则减少了对

DELLA的抑制，使植物的生长减缓，从而在短期内

对水分的需求降低。这可能是植物应对干旱的一个

应激反应途径。CBL作为另一类与脱落酸信号传导

相关的蛋白[29～31]，在本研究中也被发现在干旱胁迫

后蛋白丰度发生了明显的增加。上述结果说明，在

玉米中干旱胁迫后所涉及的信号传导途径的变化多

与激素类的信号传导途径相关。

与渗透调控相关的玉米脱水蛋白 (dehydrin，
DHN)是一种植物中广泛存在的亲水性蛋白，DHN

基因能在植物胚胎发育后期及处于干旱、低温、盐碱

等非生物逆境的组织中大量表达，具有稳定细胞膜、

清除自由基、结合金属离子以及分子伴侣等重要的

功能[31～33]。赵阳等[34]从玉米 B73全基因组中共鉴定

出了5个玉米DHN基因，其中，ZmDHN1、ZmDHN 3、

个基因的表达水平显示出与其相应蛋白质的丰度变

化相反的趋势。这种差异可能是由于在干旱胁迫后

的各种转录后调控和翻译后修饰造成的。

图2 干旱胁迫下部分差异蛋白的qRT-PCR验证

Fig.2 Analysis of transcript levels of the differential abundance protein species between
drought stress and control conditions by qRT-PCR

 

 

图 2 

551期 姜志磊等：基于 iTRAQ技术的干旱胁迫下玉米苗期蛋白质组学研究



56 玉 米 科 学 28卷
ZmDHN 4和ZmDHN5对盐和干旱胁迫的处理均表

现出显著的上调表达。本研究中玉米脱水蛋白的丰

度增加，与上述研究中脱水蛋白在逆境胁迫中的反

应一致，说明在玉米干旱胁迫后DHN类蛋白可能发

挥了主要的调节作用。

本研究发现，涉及蛋白合成与折叠过程的差异

蛋白数量达到 31个。因此可以推断蛋白质的合成

和折叠是玉米苗期应对干旱胁迫的一个重要代谢过

程。这些差异蛋白主要包括各类核糖体蛋白(Ribo⁃
somal protein)、翻译起始因子 (Translation initiation
factor)和肽链释放因子 (Peptide chain release factor)
等，而且这些蛋白的丰度在干旱胁迫后都出现了下

降。与之相反，与蛋白折叠相关的热激蛋白(Heat
shock protein)和分子伴侣(Chaperone)类蛋白的丰度

则整体上出现了增加。与蛋白合成相关的蛋白丰度

下降，说明苗期玉米在干旱胁迫下整体的蛋白合成

水平下降，其生长速度将明显降低，进而减少水分消

耗以度过干旱阶段。这与信号传导类蛋白的变化所

导致的生长减缓相一致，这一现象也曾在菜豆

(Phaseolus vulgaris)的研究中被发现[37]。与蛋白折叠

相关的蛋白丰度增加，说明在植物遭受干旱胁迫后，

维持蛋白质构象稳定以及对已损伤的蛋白进行修复

是植物耐旱的重要过程 [38～40]。

在植物正常代谢受到外界干扰(如干旱等非生

物胁迫)后，会产生过量的ROS(Reactive oxygen spe⁃
cies)，不利于其生长。此时，ROS的清除过程就成为

植物耐受非生物胁迫的重要环节。在本研究中发现

了一系列涉及ROS清除的蛋白在干旱胁迫后丰度

明显增加。根据ROS的清除机制不同，可将这些差

异蛋白分为两类，一类是抗氧化酶类：主要包括超氧

化物歧化酶(Superoxide dismutase, SOD)和过氧化氢

酶(Peroxidase, POD)等；另一类是化学抗氧化物代谢

相关蛋白，主要包括抗坏血酸代谢相关的脱氢抗坏

血酸还原酶 (Dehydro ascorbate reductase, DHAR)和
谷胱甘肽代谢相关的谷胱甘肽转移酶类(Glutathi⁃
one S-transferase, GST)等。在拟南芥、水稻、小麦、油

菜等植物中，已有大量研究证明POD、SOD、DHAR、

GST等蛋白参与了耐旱响应[41～46]。本研究结果证实

了玉米耐旱响应过程中也同时存在着多种ROS清

除机制。

综合以上分析，玉米叶片对干旱胁迫的响应涉

及了诸多过程，包括光合作用相关蛋白丰度增加、碳

水化合物及蛋白质合成相关蛋白丰度下降以及与渗

透调节相关的脱水蛋白、脯氨酸和渗透胁迫相关蛋

白丰度增加。另外，干旱胁迫还能导致植物体内活

性氧大量产生，活性氧清除相关的酶也会发生明显

丰度增加。在此基础上，后续研究中对胁迫后不同

时间点的候选基因、代谢途径乃至整个蛋白组进行

综合的分析，将有助于精准解析玉米耐受干旱胁迫

的响应机制。
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